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摘要 : 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR) 介 导 昆 虫 中 枢 神 经 系统 中 胆 碱 能 突 触 兴奋 性 神经 递 质 的 快速 传递 ,也 是 新 烟 
碱 类 杀 虫 剂 和 多 杀菌 素 的 作用 靶 标 。 本 人 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 ,克隆 了 小 菜 蛾 Plutella xylostella nAChR o 
亚 基 的 一 个 新 基因 (Pxas ) 的 全 长 cDNA( GenBank 登录 号 为 EU914853 ) 。Pxa8 的 cDNA 序列 全 长 1744 bp ,开放 阅 
读 框 为 1 602 bp ,编码 534 个 氨基 酸 , 具 有 nAChR a 亚 基 的 典型 特征 ,与 其 他 昆虫 nAChR a8 亚 基 具有 77% ~96% 
的 相似 性 ,与 果 蝇 nAChR B2 亚 基 具 有 76% 的 相似 性 。Pxas 的 开放 阅读 框 存在 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点 ,导致 多 个 位 
点 氨基 酸 的 替换 。 雌 性 4 龄 幼虫 的 多 态 性 位 点 多 于 雄性 4 龄 幼虫 ,而且 雌雄 4 龄 幼虫 的 多 态 性 位 点 均 不 相同 。 半 
定量 RT-PCR 研究 结果 表明 , Pxa8 mRNA 在 成 虫 期 表达 量 高 于 晴 期 和 4 龄 幼虫 期 。 本 研究 结果 为 进一步 研究 小 菜 
IR nAChR 亚 基 的 多 样 性 和 对 多 杀菌 素 的 靶 标 抗 性 机 制 提供 重要 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and developmental expression of a cDNA 
encoding nicotinic acetylcholine receptor a subunit from Plutella xylostella 


(L. ) (Lepidoptera. Plutellidae ) 

ZHAO Yu, YANG Yi-Hua, WU Shu-Wen, WU Yi-Dong* ( College of Plant Protection, Nanjing 
Agricultural University, Key Laboratory of Monitoring and Management of Crop Diseases and Pest 
Insects, Ministry of Agriculture, Nanjing 210095, China) 

Abstract: Nicotinic acetylcholine receptors ( nAChR ) mediate the fast action of excitatory 
neurotransmitter at cholinergic synapses in the central nervous system of insects and are also the target site 
for neonicotinoids and spinosad. By using RT-PCR and RACE technique, the full-length cDNA of a novel 
nAChR a subunit ( Pxa8 ) was cloned from Plutella xylostella ( GenBank accession no. EU914853 ). 
Sequence analysis showed that the full-length cDNA is 1 744 bp in length and contained an open reading 
frame (ORF) of 1 602 bp which encodes 534 amino acid residues. The deduced amino acid sequence of 
Pxa8 shared typical features of nAChR a subunits and showed 77% — 96% amino acid similarity with 
insect nAChR a8 subunit orthologues. Interestingly, it also showed 76% amino acid similarity with the 
nAChR Q2 subunit of Drosophila melanogaster. There are many single nucleotide polymorphism ( SNP) 
sites in the ORF of Pxaó, some of which resulted in amino acid substitution. There are more SNPs in 
female 4th-instar larvae than in male 4th-instar larvae, and the SNP sites are different between the female 
and male 4th-instar larvae. Semi-quantitative RT-PCR analysis indicated that the mRNA expression level 
of PxaS was higher at adult stage than at either pupal or 4th-instar larval stage. These findings provide 
important basis for further study on diversity of nAChR subunits and mechanism of target resistance to 
spinosad in P. xylostella. 
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烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nicotinic acetylcholine 
receptor, nAChR) Æ FH 5 个 亚 基 以 不 同 组 合 形式 构 
JS] rp de RES 38 38 E] AR RSE A (Hucho et al., 
1996 ; Karlin ,2002 ) , Jg AF MAREA TRAT 
通道 超 家 族 ,这 个 超 家 族 还 包括 脊椎 动物 的 y- 氨 基 
丁 酸 (Yy-aminobutyric acid ,GABA ) 门 控 握 离子 通道 、 
Hx NS SEU. 5-2 £l ( 5-Hydroxytryptamine3 , 5- 
HT, ) S£ KV Be FCF EE ID HAR S£ ICA: BHR 
门 控 握 离子 通道 ( Karlin and Akabas,1995) , nAChR 
在 痊 椎 动物 和 无 疹 椎 动物 的 兴奋 性 神经 递 质 传导 过 
程 中 起 者 重要 的 作用 。 在 郑 椎 动物 中 ,nAChR 在 肌 
肉 、 中 枢 神 经 系统 和 周围 神经 系统 中 广泛 表达 
( Madden ,2002 ) , 而 在 昆虫 中 ,nAChR 主要 存在 于 中 
枢 神 经 系统 中 (Millar and Denholm ,2007 ) 。 


目前 ,已 经 从 多 种 昆虫 中 元 隆 到 nAChR 亚 基 基 
,其 中 果 晶 Drosophila melanogaster 有 7 ^ a Wie 
(Dal -Da7) 和 3 个 B 亚 基 (DB1 -DB3)(Sattelle et 
al., 2005) , XJ EG NE Tz: Anopheles gambiae 有 9 个 wa 
WE Agamal - Agama9 All 1 ^ B WE ( Agampl) 
(Jones et al., 2005) ,蜜蜂 Apis mellifera 有 9 个 & 亚 
基 ( Apisal - Apisa9 ) 和 两 个 B 亚 基 (ApisBl — 
ApisB2 ) (Jones et al., 2006) ,3¢4# Bombyx mori 有 9 
个 a 亚 基 (Bmal - Bma9) 和 3 个 B WA ( Bml - 
BmB3) ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/sites/ 
entrez ) 。 

J\\ Sé HR Plutella xylostella ( L. ) E # xH H 
( Lepidoptera ) IREL ( Plutellidae ) , #--= ZEB) AA 
的 主要 害虫 ,同时 也 是 抗 药 性 发 展 最 为 严重 的 害虫 
之 一 (Talekar and Shelton, 1993) , E Ankersmit 
(1953) 首次 报道 印度 尼 西 亚 爪 哇 岛 的 小 菜 蛾 对 
DDT 产生 抗 性 以 来 ,小 菜 蛾 已 对 大 约 SO AR PPAR 
剂 产 生 了 不 同 程度 的 抗 药性 ,几乎 涉及 到 所 有 的 防 
治 用 药 (Sarfraz et al., 2005) 。 多 杀菌 素 (spinosad ) 
被 广泛 用 于 防治 抗 性 小 采 蛾 ,其 主要 作用 靶 标 为 
nAChR, XFN nAChR 的 研究 甚 少 ,到 目前 为 
止 , 仅 克隆 了 3 A a 亚 基 cDNA 片段 (未 在 GenBank 
ER) (HBAS ,2003) 。 因 此 ,进一步 元 隆 小 洲 
蛾 的 nAChR 亚 基 基 因 ,对 于 研究 小 菜 蛾 对 多 杀菌 素 
的 靶 标 抗 性 机 制 具有 重要 意义 。 本 文 对 小 菜 蛾 
nAChR a 亚 基 的 一 个 新 基因 Prag 进行 了 克隆 和 序 
列 分 析 , 并 对 其 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 进行 
THR 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

小 菜 蛾 Roth 敏感 品系 , 由 英国 洛桑 实验 站 惠 
赠 , 在 室内 不 接触 任何 药剂 情况 下 饲养 15 年 以 上 。 
1.2 小菜 蛾 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a 亚 基 cDNA 的 
克隆 及 序列 分 析 
1.2.1 小 菜 蛾 总 RNA 的 提取 及 第 一 链 cDNA 的 合 
成 :小 菜 蛾 4 龄 幼虫 - 晴 及 成 虫 总 RNA 的 提取 方法 
参照 SV Total RNA Isolation System Kit ( Promega) 说 
明 书 进行 ,然后 以 oligo(dT)is 为 销 定 引 物 , 以 总 
RNA 为 模板 ,利用 M-MLV ( Promega ) 反 转 录 酶 合成 
第 一 链 cDNA, 5'-fil 3'-RACE-Ready cDNA 模板 的 
合成 按 BD SMART" RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech ) 说 明 书 进行 。 
1.2.2 引物 设计 PCR 扩 增 及 产物 的 克隆 与 测序 : 
根据 GenBank 中 登录 的 昆虫 nAChR 亚 基 的 氨基 酸 
序列 的 保守 区 域 设 计 了 一 对 简 并 引物 :PxnAChR-F 
(S'-ATHTGGYTNCCNGAYATHGT-3') 和 PxnAChR- 
R (5’-GANGTNGGNGGDATDATYTC-3’) 。 该 对 引物 
用 于 扩 增 小 菜 蛾 nAChR 亚 基 cDNA 片段 ,预期 目标 
片段 大 小 S75 bp。 简 并 引物 的 PCR 反应 条 件 为 : 
94°C fill A HE 3 min; 94 30 $,527C 1 min,72% 2 
min ,35 个 循环 ;72%C 15 min;4% 保存 。 

根据 获得 的 小 菜 蛾 nAChR 亚 基 cDNA 片段 序 
列 设计 5'-RACE fI 3'-RACE 特异 性 引物 进行 全 长 
cDNA FY 5' 3g FR 21 A 3' 3m Fr A PCR 2 34. 5' 
RACE fI 3RACE 的 特异 性 引物 分 别 为 :RACE-5'R 
(5'-GACTTGTAGATGGCGGGAGGCTT-3') 和 RACE- 
3’ F ( 5'-TGCTCTACAACAACTGGGAT-3'), 5'- 
RACE PCR 反应 条 件 为 :94% 预 变 性 3 min;94% 30 
$,58'C 1 min, 72CT 2 min,35 个 循环 ;72% 15 min; 
4A°CARAE. 3'-RACE PCR 反应 条 件 为 :94% 预 变性 3 
min;94°C 30 s,55 1 min,72C 3 min,35 个 循环 ; 
72*C 15 min;4C 保存 。 

利用 Wizard PCR Preps DNA 纯化 试剂 盒 对 
PCR 产物 进行 纯化 回收 。 纯 化 产物 连接 到 pGEM" 
easy vector ( Promega) 上 ,再 转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 
DH5a 中 ,筛选 阳性 元 隆 , 由 Invitrogen 公司 测序 ( 采 
用 ABI377 或 ABI3730 测序 仪 ,所 用 引物 为 通用 测 
序 引物 T7 和 SP6). 
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1.3 系统 发 育 树 的 构建 

利用 ClustalX 软件 将 获得 的 小 某 蛾 nAChR 亚 
基 的 氮 基 酸 序列 与 GenBank 上 已 登录 的 其 他 昆虫 
HY nAChR 亚 基 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 分 析 ， 
并 利用 MEGA3.0 软件 中 的 Neighbor-joining 法 构建 
其 系统 发 育 树 ,各 分 支 均 进 行 1 000 次 的 重复 检验 。 
1.4 Pxas 基因 在 小 莱 蛾 肉 . 雄 4 龄 幼虫 间 的 多 态 
性 分 析 

APUNE JE 4 龄 幼虫 各 3 头 , 分 别 进行 
KA RNA 的 提取 和 第 一 链 cDNA 的 合成 。 利 用 在 
Pxas 基因 编码 区 两 端 设计 的 2 对 特异 性 巢 式 引物 
进行 PCR 扩 增 ,每 单 头 测 序 5 个 阳性 克隆 ,通过 序 
列 比 对 分 析 Pxas 基因 在 小 菜 蛾 肉 、 雄 4 龄 幼虫 间 的 
单 核 车 酸 多 态 性 和 氨基 酸 多 态 性 分 析 。 

1.5 Pxas 基因 在 小 莱 蛾 不 同 发 育 阶段 的 表达 分 析 

采用 半 定 量 RT-PCR 方法 对 Pras 基因 在 小 菜 
蛾 4 龄 幼虫 期 . 晴 期 和 成 虫 期 的 表达 情况 进行 分 析 ， 
以 组 成 型 表达 的 延伸 因子 -la (elongation factor-la, 
EF-1aQ) 为 内 参 基因 。 所 用 Pras 基因 的 引物 为 :SQF 
( 5’-TGACAAAAGCGACCCTCAAATAC-3’) 和 SQR 
(5’-ACAGGGTTTTTCGACGCATTG-3’ ) ,预期 目标 片 
段 大 小 348 bpo EF-la 基因 的 引物 为 :EFF (5'"- 
GGTACAGCCTCCTGGAGAGC-3') 和 EFR ( 5- 
GTAAGGCTGAAGGTAAATGCC-3’ ) ,预期 目标 片段 
大 小 为 240 bp, 

由 于 目的 基因 和 内 参 基 因 引 物 的 退火 温度 不 
同 ,同时 为 了 避免 同 管 扩 增 时 引物 对 间 可 能 的 耽 争 ， 
本 实验 采取 了 分 管 扩 增 目的 基因 和 内 参 基 因 的 方 
法 。 根 据 前 期 半 定 量 RT-PCR 不 同 反 应 条 件 的 对 比 
分 析 , 确 定 了 如 下 的 反应 条 件 :94"C 预 变性 3 min; 
94C 30 s,50%C( 对 于 Pxa8 基因 ) 或 58 C (对 于 EF- 
la 基因 )1 mn,72% 1. 5 min, 25 个 循环 ; 727C 
15 min;4C 保存 。 

取 5 pL PCR 产物 经 2% DRAG HINER HTK, EF 
GelDoc HERE Bt A Zi ( BIO-RAD ) 对 电泳 图 片 进行 
光 密 度 扫 描 , 并 用 Quantity One® Version 4. 5 ( BIO- 
RAD) 软件 对 电泳 条 带 的 积分 光 密 度 ( integral 
optical density ,IOD ) 进行 定量 分 析 。 每 个 发 育 阶段 
进行 3 次 重复 ,每 次 重复 使 用 3 头 试 虫 , 以 目的 基因 
的 平均 积分 光 密 度 与 内 参 基因 的 平均 积分 光 密 度 的 
比值 代表 目的 基因 的 相对 表达 量 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 R nAChR a WH cDNA 片段 的 克隆 

利用 简 并 引物 成 功 扩 增 出 一 条 约 570 pp 的 条 
"it CES 1) ,与 预期 的 575 bp 片段 大 小 相符 ,对 此 条 
市 进行 纯化 回收 ,经 克隆 测序 ,包括 引物 序列 在 内 ， 
获得 的 cDNA 卢 段 总 长 度 为 575 bp, 推 导 的 氨基 酸 
序列 包括 191 个 氨基 酸 残 基 。 通 过 比较 多 个 阳性 克 
隆 的 测序 结果 , 共 获 得 了 3 个 不 同 的 cDNA 片段 。 
将 推导 的 氨基 酸 序 列 与 GenBank 中 已 登录 的 昆虫 
烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 基因 的 氨基 酸 序列 进行 Blast 
同 源 性 分 析 ( http://blast. nebi. nlm. nih. gov/Blast. 
cgi ) ,结果 表明 所 获得 的 3 个 cDNA 万 段 的 氨基 酸 
序列 均 与 其 他 昆虫 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a 亚 基 的 
氨基 酸 序 列 具 有 很 高 的 相似 性 ,其 中 一 个 cDNA F 
段 的 氨基 酸 序 列 与 家 不 的 o8 亚 基 具有 最 高 的 相似 
性 ,达到 98% ;与 二 化 蝶 Chilo suppressalis 的 a Wik 
具有 97% 的 相似 性 ; 与 猫 重 Ctenocephalides felis 的 
a8 亚 基 也 具有 97% 的 相似 性 ;与 冈比亚 按 蚊 的 o8 
TERA 89% 的 相似 性 ,因此 将 该 cDNA 片段 序列 
所 编码 的 基因 命名 为 Pral. 





图 1 Set nAChR 受 体 基因 cDNA 片段 的 扩 增 
Fig. 1 Amplification of a nAChR cDNA fragment 
from Plutella xylostella 
M: DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker; 1: PCR 扩 增 产物 PCR 


amplification product. 


2.2 I Ži nAChR a WE Pxas 基因 的 全 长 cDNA 
序列 的 扩 增 与 序列 分 析 

根据 获得 的 小 荣 蛾 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a ME. 
FE Pxo8 的 cDNA 片段 序列 分 别 设 计 用 于 5 RACE 
All 3^RACE 的 特异 性 引物 ,经 RACE-PCR 成 功 获得 
了 Pxo8 的 5' 端 和 3' 并 cDNA 片段 ,经 拼接 后 获得 
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Pxa8 的 全 长 cDNA 序列 。 为 了 进一步 验证 拼接 全 
长 cDNA FJJ IET TE ,分别 在 编码 区 两 端 设计 了 
两 对 特异 性 梨 式 引物 ,经 PCR 扩 增 获得 与 预期 序列 
相符 的 全 长 cDNA 序列 ,并 进行 了 测序 验证 。 

Pxas 的 全 长 cDNA 序列 为 1 744 pp ,开放 阅读 
HEX 1 602 bp ,编码 534 MARI (GenBank 登录 号 
Jj EU914853 ) 。 将 Pxa8 亚 基 的 氨基 酸 序 列 与 
GenBank 中 已 登录 的 其 他 昆虫 的 nAChR NE 3E RS S 
基 酸 序列 进行 Blast 同 源 性 分 析 (http ://blast. nebi. 
nim. nih. gov/Blast. cgi ) ,结果 表明 ,Pxag8 亚 基 与 家 
RH a8 亚 基 具有 最 高 的 相似 性 ,为 96% ; E528 38 HJ 
o8 亚 基 和 冈比亚 按 蚊 的 a8 亚 基 的 相似 性 分 别 为 
80% 和 77% ,与 果 晶 的 B2 亚 基 具有 76% 的 相似 性 。 

Prag 基因 编码 的 小 荣 蛾 nAChR a FHRS Æ 
胱 氨 酸 环 配 体 门 控 离子 通道 超 家 族 和 nAChR a 亚 
基 的 典型 特征 ,如 图 2。 这 些 特征 包括 : 氮 端 约 26 
个 氨基 酸 的 信号 肽 序列 ; 氨 端 胞 外 结构 域 中 与 配 体 
结合 相关 的 6 个 环 状 结构 (LoopA - F) \ 两 个 半 胱 所 
酸 以 二 硫 键 相连 ,中 间 间 插 13 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 
半 胱 氮 酸 环 (Cys-Loop ) ;nAChR a 亚 基 特有 的 位 于 
LoopC 中 的 两 个 相 邻 的 半 胱 氨 酸 ;4 个 保守 的 跨 膜 
结构 域 (TM1 -TM4) ;第 三 跨 膜 结构 域 TM3 与 第 四 
跨 膜 结构 域 TM4 之 间 大 的 胞 内 环 。 

2.3 XIR nAChR 亚 基 Pras 基因 的 系统 进化 分 析 

将 Pras 基因 的 氨基 酸 序 列 与 GenBank 上 已 登 
SAY ARH E I EER KER nAChR 亚 基 的 
FA AERE Fe ON EFT Clustal 多 序列 比 对 分 析 , 并 利用 
MEGA3. 0 软件 构建 了 系统 发 育 树 (图 3)。 

从 系统 发 育 树 上 可 以 看 出 ,本 文 殉 隆 的 小 菜 蛾 


nAChR a 亚 基 Pxa8 SX EE ME TECH a8 TE ZKA 
的 8 WE REH B2 亚 基 具有 较 近 的 亲缘 关系 ， 
其 中 Pxa8 SAAN a8 亚 基 位 于 同一 进化 枝 上 ,这 
也 与 Blast 同 源 性 比 对 的 结果 相 一 臻 。Pxa8 WIEN 
o. 亚 基 ,而 果 蝇 的 B2 亚 基 为 非 a 亚 基 ,但 两 者 也 具 
有 较 近 的 亲缘 关系 。 
2.4 Pxo8 基因 在 小 菜 蛾 肉 、 雄 4 龄 幼虫 间 的 多 态 
性 分 析 

小 菜 蛾 nAChR a WHE Pxa8 基因 的 开放 阅读 框 
存在 单 核 苷 酸 多 态 性 FFA APL HRS 
态 性 导致 了 客 基 酸 的 改变 。 阳 性 元 隆 测 序 结 采 显 
IR DETE 4 龄 幼虫 的 15 个 克隆 间 存 在 17 PS 
酸 多 态 性 位 点 ,其 中 12 处 导致 了 氨基 酸 的 改变 ;而 
雄性 4 龄 幼虫 的 单 核 车 酸 多 态 性 位 点 相对 较 少 ,15 
个 元 隆 间 只 有 6 个 单 核 车 酸 多 态 性 位 点 ,其 中 3 处 
导致 了 氨基 酸 的 改变 ,如 表 1。Pxas EAER 
WE TE 4 龄 幼 虫 间 的 单 核 车 酸 多 态 性 位 点 与 氨基 酸 
多 态 性 位 点 均 不 相同 。 

雌性 4 龄 幼虫 的 12 个 氨基 酸 多 态 性 位 点 中 ,有 
1 个 位 于 信号 肽 区 域 ,为 V11A;1 个 位 于 信号 肽 区 
域 与 LoopD 之 间 , 为 S64P; 1 个 位 于 LoopD ,为 
K85E;1 个 位 于 LoopE 5 Cys-Loop zz IR], 7j I149T;1 
个 位 于 Cys-Loop 与 LoopB 之 间 ,为 S174P;1 个 位 于 
第 二 跨 膜 结构 域 TM2 与 第 三 跨 膜 结构 域 TM3 之 
间 , 为 L306P; 5 个 位 于 胞 内 环 , 分别 为 F334V, 
V393A,E402G, Q452L,M470V ;1 个 位 于 碳 端 胞 外 结 
构 域 ,为 S513P。 

雄性 4 龄 幼虫 的 3 个 氨基 酸 多 态 性 位 点 中 ， 
有 1 个 位 于 第 一 跨 膜 结构 域 TM1 ,为 F247L;1 个 位 于 


R1 人 小菜 蛾 雌雄 4 龄 幼虫 间 Pras 基因 的 单 核 苷 酸 多 态 性 及 氨基 酸 多 态 性 比较 


Tablel Comparison of the single nucleotide and amino acid polymorphisms of Pxoó gene between 
the female and male 4th instar larvae of Plutella xylostella 
性 别 多 态 性 位 点 Sites of polymorphism 
Sex 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 


Mæ Base T/C T/C T/C T/C T/C A/G A/G T/C 
位 置 Position 32 87 96 190 198 217 253 


WE EN 


Female V/A D R S/P L N K/E 


Amino acid 


ALB Position 11 29 32 64 66 73 85 


Mæ Base A/G T/C T/C T/C A/G T/C 


位 置 Position 373 693 739 1345 1464 1 498 


雄性 一， 
AER 
Male N P FEL EL V EFL 


Amino acid 


{7% Position 125 231 247 449 488 500 


LT SP S L/P 


T/C T/C TC TC T/C A/G A/T A/G T/C 


446 520 609 917 1000 1178 1205 1355 1408 1 537 


F/V V/A E/G Q/L MN YP 


149 174 203 306 334 393 402 452 470 513 


1 期 


胞 内 环 , 为 F449L, 1 个 位 于 碳 端 胞 外 结构 域 ， 

为 F500L, 

2.5 Pxas BAF) RA [5] Az E MELA RIAD HT 
采用 半 和 定量 RT-PCR 的 方法 比较 了 Pras 基因 

mRNA 在 小 染 蛾 4 龄 幼虫 期 . 晴 期 和 成 虫 期 3 个 发 

育 阶段 的 表达 情况 。 从 电泳 图 谱 ( 图 4) 可 以 看 出 ， 
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Pras 基因 在 小 沫 蛾 4 龄 幼虫 期 \ 肾 期 和 成 虫 期 均 有 
表达 ,但 成 虫 期 的 表达 量 要 显著 高 于 4 龄 幼虫 期 和 
师 期 (P «0.05) 。 对 不 同 发 育 阶段 的 电泳 条 带 进 行 
积分 光 密 度 (I0D ) 分 析 , 绪 采 进一步 说 明 Prag 基 
TENES, Hi EH BU XS Ee e e ,其 次 为 师 期 ,4 龄 幼 
虫 期 的 表达 量 最 低 (图 5)。 
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901 
301 


991 
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1081 
361 


1171 
391 


1261 
421 


1351 
451 


1441 
481 


1531 
511 


ACGCGGGGAGTCATCTCCAGGGTGTAAGCTGCATCTGAATTTTGTAAACATGTGCTAAAGTTTAAAAATACACATCAAA 


ATGAAGTGGGAGATATTGTTTATGTGGATGGTCTTCTCCTTGGCCAGGATTTGTTCAGGCGTAAAGCTCCTCGAAGCGAACCCGGATGTC 
M K W E I L F M WM V F S L A R I C S G V K L L E AN P D V 
Signal peptide 
AAACGTCTATACGACGACCTGCTCAGCAACTACAACCGGCTGATCCGGCCCGTGACCAACGTGAGCGACATCCTGACCGTGCGGCTCGGG 
K R L Y D D L L S NY N R L I R P V T NV S D I L T V R L G 


CTCAAGCTGTCGCAGCTCATGGAGGTCAATCTCAAGAACCAGGTCATGACCACCAACCTGTGGGTGGAGCAGAAATGGTTCGACTACAAG 
L K L S Q LME V N L K N Q V M T T NL W V E OQ K W F D XY K 
Loop D 
CTGCAGTGGAACCCAGAGGACTACGGCGGCGTGGAGATGCTGTACGTGCCCTCCGAGCACATCTGGTTGCCCGACATCGTGCTCTACAAC 
L QW N P E D Y G G V E M L Y V P S E H I WL P D I V L Y N 
Loop A 
AACTGGGATGGGAACTACGAGGTCACCCTCATGACAAAAGCGACCCTCAAATACACAGGTGAAGTGAACTGGAAGCCTCCCGCCATCTAC 
N W D G N X E V T L M T K A T L K Y T G E VN W K P P A I Y 
Loop E 
AAGTCGTCATGTGAGATCAACGTCGAATACTTCCCCTTTGATGAGCAAACCTGCTTCATGAAGTTTGGCTCTTGGACCTATAATGGTGCT 
K S S C E I N V E Y F P F D E QO T C F M K F G S W T YNGA 
Cys-loop Loop B 
CAGGTGGACCTAAAACACATGGACCAGTCCTCCGGTAGCAGCCTCGTGCACGTCGGCATCGACCTCAGCGAGTTCTACCTGTCCGTGGAG 
Q V D L K HM D Q S 8 G S S L V H V G I D L S E F Y L S V E 
Loop F 
TGGGACATCCTGGAGGTGCCGGCCACCAGGAACGAGGAGTACTACCCGTGCTGCCCGGAGCCTTTCTCTGATATAACGTTCAAGCTGACA 
W D I L E V P A T RN E E Y Y P C C P E P F SDI T F K LL T 
Loop C # # 
ATGCGTCGAAAAACCCTGTTCTACACTGTGAACCTCATCATCCCGTGCGTCGGACTCACGTTCCTCACTGTACTCGTGTTCTACTTGCCC 
M R RK T LEY T V N L I I P C V G L T F L T V L V F YLP 
TM1 
TCTGATTCTGGTGAAAAGATCTCACTCTGCATCTCGATCCTGGTGTCGCTCACGGTGTTCTTCCTGGGGCTGGCGGAGATCATCCCGCCG 
S D S G E KI S LC IS I LVS T VF F LG Lb A E I I P P 
TM2 
ACGTCGCTCGCCATCCCGCTGCTGGGGAAGTACCTGCTCTTCACCATGATCCTGGTGTCGCTGTCCGTCTGGATGACTGTGTGCATACTT 
T S L A I P L L G KY L L F T M I L V S L S V W M T V C IL 
TM3 
AATGTGCATTTCAGGTCCCCATCAACGCACACCATGTCCCCCTGGATGAAGAAGGTGTTTCTCCAGTGCATGCCGAAGCTGCTGATGATG 
N V H F R S P S T H T M S P W M K K V F LQ C M PK L L M M 


AGGAGGACCAAGTACTCGCTGCCGGACTATGATGATACCTTCGTGTCTAATGGGTATACCAATGAGCTGGAGATGAGCCGGGACAGTCTG 
R R T K Y S L P D Y D D T E V S N G X T N E L E M S R D S L 


ACGGATGCGTTCGGGAACAGCAAGGAGGATAGCGGAGACTACCGCAAGTCTCCAGCCCCTGAGGATGACATGGTGGGAGCCGGCGCGTAC 
T D A F GN S K E D S G D Y R K S P A P E D D M V GAGA Y 


CAGCGGCCCTCGGTCACGGAGTCCGAGAACATGCTGCCTCGCCACCTGTCGCCCGAGGTCGCGGCCGCGCTGCAGAGTGTGCGCTTCATC 
Q R P S V T E S E N M L PR H L S P E V A A AL Q S V R F I 


GCTCAACATATCAAGGACGCTGACAAGGACAATGAGGTGGTTGAAGACTGGAAATTCATGTCGATGGTTCTGGACCGATTCTTCCTGTGG 
A Q H I K D A D K DN E V V E DW K F M S M V L D R F F L W 


CTCTTCACTATCGCCTGCTTCGTGGGTACTTTCGGCATCATATTCCAGTCACCATCACTCTACGATACCAGGGTCCCAGTGGACCAGCAG 


L E T I AC F OV G T F G I I F Q S P S L Y D T R V P V D Q Q 
TM4 


ATCTCTTCTATACCGATGCGCAAGAATAACTTCTTCTACCCGAAGGATATCGAGACCATTGGGATTATAAGTTAAATTTGGTTCCTATGT 
I S S I PM R K N N F F Y PKD I E T IG I I S * 


CTGTCACATACATAATAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


图 2 小 菜 蛾 nAChR WE Pxas BYE BF PRISE SEI] AER Fe] 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the nAChR subunit Pxa8 of Plutella xylostella 
图 中 下 划 线 分 别 标 示 了 有 氮 端 信号 肽 序列 .与 配 体 结合 相关 的 6 个 环 状 结构 (Loop A -了 ) 1 FERARI ( Cys-loop ) 4 个 保守 的 路 膜 结构 域 
(TM1 - TM4) ;LoopC 中 nAChR a 亚 基 特有 的 两 个 相 邻 的 半 胱 氨 酸 以 # 标 示 。The signal peptide sequence, six loops (Loops A -下 ) related to 


ligand binding, a cysteine loop ( Cys-loop) and four transmembrane regions ( TM1 - TM4) were underlined respectively. Two adjacent cysteines in LoopC 


specific to nAChR a subunit were indicated by ^ #”. 
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0.1 
图 3 昆虫 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 亚 基 的 系统 发 育 树 
Fig. 3 Phylogenetic tree of insect nAChR subunits 

[X] 比 亚 按 蚊 nAChR 各 亚 基 : Agamal , Agama2, Agama3, Agama4, Agama5, Agama6, Agama7, Agama8, Agama9，,，AgamBl1( GenBank 登录 号 分 
3| Fy AAU12503 , AAUI2504, AAU12505 , AAU12507, AAU12508, AAU12510, AAU12511, AAUI2512, AAUI2513, AAUI2514) ;蜜蜂 nAChR 各 
WE: Apisal Apiso2, Apiso3, Apiso4, Apisa6, Apiso7-l, Apisw7-2, Apiso9, ApisB1, ApisB2 ( GenBank X xt = 4} Hj Jg AAY87890, 
AAS48080, AAY87891, AAY87893, AAY87895, AAR92109, AAS75781, AAY87896, AAY87897 , AAY87898) ; fg nAChR 各 亚 基 : Dal, Da2, 
Da3, Da4, Da5, Da6, Da7, DB1, DB2, DB3 (GenBank Xf 3t 4} Bll X CAA30172, CAA37652, CAA75689, CAB77445, AAMI3390, 
CAD86935, CAD86936, CAA27641 , CAA39211, CAC48166) ; XÆ nAChR 各 亚 基 : Bmal, Bma2, Bmo3, Bma4, Bma5, Bma6, Bma7, Bma8, 
Bmo9, BmBl, BmB2, Bmg3 ( GenBank 登录 号 分 别 为 ABV72683 ABV72684, ABV72685, ABV72686, ABV72687, ABL67934, ABV72688, 
ABV72690, ABV72691, ABV72692, ABV72693, ABV72694) 。 小 菜 蛾 nAChR Wt: Pxa8 (GenBank 登录 号 为 EU914853), Anopheles gambiae 
nAChR subunits: Agamal, Agama2, Agama3, Agama4, Agama5, Agama6, Agama7, Agama8, Agama9, Agampl ( GenBank accession no. : 
AAU12503, AAU12504, AAU12505, AAU12507, AAU12508, AAU12510, AAUI2511, AAUI2512, AAU12513, AAU12514); Apis mellifera 
nAChR subunits: Apisal, Apisa2, Apisa3, Apisa4, Apiso6, Apisa7-1, Apisa7-2, Apiso9, ApisBl, ApisB2( GenBank accession no. : AAY87890, 
AAS48080, AAY87891, AAY87893, AAY87895, AAR92109, AAS75781, AAY87896, AAY87897, AAY87898); Drosophila melanogaster nAChR 
subunits: Dal, Da2, Da3, Da4, Da5, Da6, Da7, DB1, DB2, DB3 ( GenBank accession no. : CAA30172, CAA37652, CAA75689, CAB77445, 
AAM13390 , CAD86935 , CAD86936 , CAA27641 , CAA39211 ,CAC48166 ) ; Bombyx mori nAChR subunits: Bmal , Bmo2 , Bma3 , Bmo4 , Bma5 , Bma6, 
Bma7 , Bma8, Bmo9, BmB1, BmB2, BmB3 ( GenBank accession no. : ABV72683, ABV72684, ABV72685, ABV72686, ABV72687 , ABL67934 , 
ABV72688, ABV72690, ABV72691, ABV72692, ABV72693, ABV72694 ). Plutella xylostella nAChR subunit: Pxa8 (GenBank accession no. 
EU914853). 
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bp 


Pend 500 
xa 250 
500 

EF-1o 250 





图 4 小 菜 蛾 nAChR 亚 基 Pral 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 
Fig. 4 Expression profile of nAChR subunit Pxoó gene at 
different developmental stages of Plutella xylostella 
1 -3:4 #54) i #H 4th instar larvae; 4 -6: 肾 期 Pupae; 7 -9: 成 虫 期 

Adult; M: 2 kb 梯度 DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker. 
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ALS 小 某 蛾 nAChR WE Pxas 基因 和 EF-la 基因 在 不 同 
发 育 阶段 相应 电泳 条 带 的 平均 积分 光 密 度 (IOD ) 比值 
Fig. 5 Mean integral optical density (IOD) ratio of each band 


corresponds to nAChR subunit Pxaó gene and EF-la 
gene at different developmental stages of Plutella xylostella 
柱 上 的 误差 范围 代表 某 一 发 育 阶段 3 个 重复 的 平均 值 的 标准 误差 ， 
不 同 字 母 代 表 Tukey 测验 的 显著 性 差异 (P < 0. 05), Error bars 
represent standard error of the means of three replicates at certain 
developmental stage, while different letters above the bars indicate that 


the means are significantly different ( P «0.05) in Tukey' s test. 
Mb NA. 
3 讨论 


3.1 JR nAChR WE Pxo8 与 其 他 亚 基 的 比 对 
分 析 

将 克隆 获得 的 小 菜 蛾 nAChR WE Pxo8 的 氨基 
酸 序 列 与 韩 招 久 等 (2003) 已 发 表 的 3 个 nAChR 亚 基 
基因 片段 Pxoll,Pxo2,Pxo3 的 氨 基 酸 序列 ,进行 同 源 
性 比 对 分 析 , 发 现 Pxa8 亚 基 与 Pxa2 亚 基 的 相似 性 最 
高 , 达 98% ;与 Pxal W&M Pxo3. 亚 基 的 相似 性 分 别 


为 72% 和 70%。 由 此 可 见 ,本 文 殉 隆 获得 的 Pxa8 与 
Pxa2 可 能 为 编码 同一 亚 基 的 不 同等 位 基因 。 

3.2 ” 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR ) 的 亚 基 组 成 与 
功能 

AED WK 2 Bt nAChR 是 由 a 亚 基 和 非 o 
亚 基 组 合成 的 异 源 五 聚 体 ,但 也 有 由 同一 亚 基 组 合 
成 的 同 源 五 聚 体 (Itier and Bertrand,2001) 。 对 于 昆 
虫 nAChR 的 亚 基 组 合 形式 ,Amar 等 (1995 ) 研究 表 
明 沙 漠 蝗 Schistocerca gregaria 的 nAChR 亚 基 all 
TEE USA AS FP n] ZEE RT REED S Kathrin 
A5 (2000) 研究 证 明 果 晶 的 nAChR 亚 基 Da3 FU ARD 
共同 参与 了 同一 nAChR XXX PE WIE X, Huang 等 
(2000) 研究 发 现 , 在 果 蝇 的 S2 细胞 表达 系统 中 , 桃 
itt Myzus persicae 的 nAChR 亚 基 MpBl 能 够 与 Mpal 
和 Mpa2 组 装 成 受 体 ,而 不 能 与 Mpa3 和 Mpa4 进行 
组 装 , 但 重组 受 体 MpB1/Mpal 和 MpBL/Mpo2 都 不 
具有 功能 性 。 因 此 昆虫 体内 的 nAChR 的 亚 基 组 合 
形式 还 需要 进一步 确定 。 

ASC GEE 7) SEHR nAChR a WE Pxa8 将 为 研 
RNR nAChR 的 亚 基 类 型 、 亚 基 组 合 形式 、 药 理 
学 特征 及 其 在 小 菜 蛾 对 多 杀菌 素 的 训 标 抗 性 机 制 方 
面 的 作用 提供 重要 基础 。 

3.3 小菜 蛾 nAChR WE Pxa8 与 其 他 昆虫 nAChR 
亚 基 的 同 源 性 与 进化 关系 

同 源 性 分 析 结 有 果 表 明 , JN SEE R nAChR 亚 基 
Pxo8 的 氮 基 酸 序列 与 家 和 看 的 a8 ME AE. x] EC MV FE Be 
的 a8 WE RRA B2 亚 基 都 具有 很 高 的 相似 性 。 
系统 发 育 树 分 析 结 果 也 表明 Pxa8 与 上 述 亚 基 具 有 
较 近 的 亲缘 关系 。 有 意思 的 是 ,Pxag8 为 a 亚 基 , 果 
WRAY B2 亚 基 为 非 o. 亚 基 ,但 两 者 也 具有 很 高 的 相 
似 性 和 较 近 的 亲缘 关系 。nAChR a 亚 基 的 氮 端 胞 
外 结构 域 的 LoopC 中 具有 两 个 相 令 的 半 胱 氨 酸 ,而 
B 亚 基 则 没有 ( Corringer et al., 2000) 。 两 个 相 邻 的 
半 胱 气 酸 与 邻近 的 一 个 酷 氮 酸 组 成 的 YxCC 基 序 对 
配 基 的 结合 具有 重要 作用 (Kao and Karlin, 1986; 
Galzi et al., 1991), 

由 图 6 可 以 看 出 Pxo8 亚 基 与 DB2 亚 基 的 
LoopC 结构 中 的 氨基 酸 序列 非常 相似 ,最 大 的 区 别 
在 于 DB2 缺少 两 相 邻 的 半 胱 氨 酸 ,冈比亚 按 蚊 的 
a8 JV dk Agama8 与 DB2 亚 基 具有 最 高 的 相似 性 
(8596) ,两 者 在 LoopC 中 也 存在 相似 的 结构 (Jones 
et al., 2005), TEA HES 9] "P ds 08 te 38 19] E fà 
( pufferfish , Fugu rubripes) 的 B7 亚 基 与 哺乳 动物 的 
aS 亚 基 具有 最 高 的 相似 性 (69% ) (Jones et al., 
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2003 ) ,而 哺乳 动物 的 o5 亚 基 缺 少 YxCC 基 序 中 的 
KARO), Ej B3 亚 基 具 有 最 高 的 相似 性 , 异 源 表 
达 人 研究 表明 o5 亚 基 只 有 当 与 a 亚 基 和 B 亚 基 (a3 
+ B2 或 者 o3 + B4) 共 表达 时 才能 形成 功能 性 的 重 
组 nAChR, HI B 亚 基 共 表 达 时 不 表现 功能 ( Wang 
et al., 1996) ,这 些 结果 说 明 oS 亚 基 在 功能 上 只 起 
着 类 似 非 a 亚 基 的 结构 性 辅助 作用 。 据 此 ,Jones 等 
(2005) 推测 Agamo8 亚 基 与 DB2 亚 基 或 许 代表 了 a 
亚 基 与 非 a 亚 基 间 在 进化 上 的 演变 。 同 理 , 小 羔 蛾 
的 Pxa8 亚 基 与 DB2 亚 基 也 可 能 是 a 亚 基 与 非 o. F 
基 间 在 进化 上 的 演变 ,但 小 某 蛾 的 Pxaq8 亚 基 的 
LoopC 中 具有 YxCC 基 序 ,对 于 其 在 配 基 结合 中 是 
起 重要 作用 还 是 结构 性 辅助 作用 还 需要 进一步 
研究 。 
x # # 

Pxa8 seveedvecdrerrss 

Agamasg SPNEEYYPCCPEPFSD 

Dg2 TKNEEYYPDTLEPFSD 

图 6  Pxa8, Agama8 与 DB2 的 LoopC 的 氨基 酸 序列 
Fig. 6 Amino acid sequences in LoopC of 
Pxa8, Agama8 and DB2 

YxCC 基 序 及 其 中 的 两 相 邻 的 半 胱 氨 酸 、 栈 氨 酸 分 别 以 方 框 、# 和 * 
标示 。 The YxCC motif was boxed. The two adjacent cysteines and 


tyrosine were indicated by “ #” and “ x " , respectively. 


3.4 昆虫 mAChR 亚 基 转录 水 平 上 的 调控 

与 疹 椎 动物 相 比 ,昆虫 nAChR 亚 基 的 基因 数目 
较 少 ,但 是 转录 后 的 修饰 大 大 增加 了 昆虫 nAChR JE 
基 怎 日 质 组 的 多 样 性 ,其 中 A-to-I mRNA 编辑 是 一 
种 重要 的 修饰 机 制 。A-to-I mRNA 编辑 是 由 作用 于 
RNA 的 腺 甘 脱 氨 基 酶 ( ADARs) 催 化 的 对 pre-mRNA 
的 修饰 过 程 ,由 能 与 pre-mRNA 中 的 被 编辑 序列 互 
补 的 被 称 为 指导 RNA (guide RNA ,gRNA) 的 小 分 子 
RNA(55 -70 nt) jp St , fi SE ZR ER 21] B ERES (A) 
IAE CERERI (1) (Seeburg,2002) 。 翻 译 时 ,次 黄 
ERI C1) BAH A BL et) WR A Dy SS ERS (G) ,所 以 A-to- 
mRNA 编辑 的 功能 相当 于 A 至 C 的 转变 。 显 然 ,A- 
to-I mRNA 编辑 有 可 能 导致 氨基 酸 的 替换 ,进而 影 
az A ZA ARE. AREAS 个 亚 基 (Da5 Da6, 
Da7, DB1, DB2) 在 重要 的 功能 区 域 存在 RNA 编 
辑 ,导致 了 氨基 酸 的 改变 (Grauso et al., 2002; 
Hoopengardner et al.，2003 ) 。 例 如 , Da5, Da7 和 
DB2 在 跨 腊 区域 TM2-TM4 存在 RNA 编辑 ,导致 了 
A d Ne HU wk AE. 这 将 影响 离子 通道 的 特性 
(Tamamizu et al., 1999; Corringer et al., 2000; 


Guzman et al., 2003), EHI a6 亚 基 Mda6 也 在 
多 个 位 点 发 生 了 RNA 编辑 ,并 且 在 重要 的 配 基 结合 
区 域 导 致 了 氨基 酸 的 蔡 换 ,这 也 有 可 能 影响 Mda6 
亚 基 的 功能 (Gao et al., 2007), ZEBE2E A BU ]NSIERR 
nAChR 亚 基 Pxa8 的 开放 阅读 框 存 在 多 个 单 核 苷 酸 
多 态 性 位 点 ,有 些 导致 了 氨基 酸 的 蔡 换 ,并 日 上 肉 性 4 
龄 幼虫 的 多 态 性 位 点 要 多 于 雄性 4 龄 幼虫 。 有 些 单 
核 苷 酸 多 态 性 位 点 是 A/G 间 的 转换 ,这 些 多 态 性 位 
点 有 可 能 是 由 RNA 编辑 导致 的 。 要 弄 清 导 致 Pxa8 
亚 基 多 态 性 的 确切 原因 需要 进一步 获得 其 基因 组 序 
列 ,并 且 这 些 多 态 性 位 点 对 Pxa8 亚 基 参与 组 成 的 
受 体 功 能 及 对 上 肉 、 雄 幼虫 的 某 些 特性 有 何 种 影响 需 
要 进一步 深入 人 研究。 
3.5 小菜 蛾 nAChR WHE Pras 的 表达 情况 

本 文采 用 半 定 量 RT-PCR 的 方法 比较 了 Pxa8 
在 小 某 蛾 不 同 发 育 阶段 的 表达 情况 , 结 采 表明 Pxa8 
在 成 虫 期 表达 量 最 高 ,其 次 是 晴 期 ,4 龄 幼虫 期 的 表 
达 量 最 低 。 有 研究 表明 举 椎 动物 的 nAChR 亚 基 在 
不 同 发 育 阶段 的 表达 量 也 存在 很 大 差异 (Gotti and 
Clementi,2004) , ÆRE FRAY a6 亚 基 Dad 在 胚 
胎 期 丰 度 最 高 (100% ) ,幼虫 期 和 成 虫 期 都 下 降 至 
40% ( Grauso et al., 2002) 。 原 位 杂交 实验 表明 蜜蜂 
的 Apisa2 亚 基 在 晴 期 和 成 虫 期 脑 中 的 表达 情况 相 
似 ,但 Apisa7-1 和 Apisa7-2 亚 基 在 师 期 和 成 虫 期 脑 
中 的 表达 情况 都 有 差异 ,它们 在 晴 期 的 视 叶 (optic 
lobe) 中 没有 表达 , 而 在 成 虫 期 的 视 叶 中 有 表达 
(Thany et al., 2005) nAChR 亚 基 在 昆虫 不 同 发 育 
阶段 的 表达 差异 说 明 其 在 不 同 的 发 育 阶 段 起 着 不 同 
程度 的 作用 。 
3.6 ” 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 突变 与 昆虫 抗 药 性 

烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 是 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 吡 虫 啉 
MAAR AA WER , HE BU, E. Be DSL ABI RC 
酰 胆 碱 受 体 发 生 突变 而 对 吡虫啉 和 多 杀菌 素 产 生 抗 
药性 的 报道 。Liu 等 (2005 ) WRR MIA KEDER 
啉 品系 nAChR 的 功能 亚 基 Nlol 和 Nla3 发 生 了 
Y151S 的 氮 基 酸 突 变 ,降低 了 抗 性 品系 nAChR XJ ult 
虫 啉 的 结合 能 力 , 从 而 使 褐 飞 乔 对 吡虫啉 产生 了 抗 
性 。Perry 等 (2008 ) 通 过 EMS 诱 变 并 筛选 得 到 了 果 
BIER 4 个 抗 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 烯 喧 虫 腕 品系 ,研究 发 
现 抗 性 品系 的 nAChR 亚 基 Dal 和 DB2 发 生 了 
突变 。 

Perry 等 (2007 ) 研究 发 现 果 蝇 的 nAChR 亚 基 
Da6 发 生 功 能 缺失 突变 导致 对 多 杀菌 素 具 有 1181 
倍 的 抗 性 ,同时 预测 其 他 昆虫 中 a6 亚 基 的 突变 也 
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可 能 导致 对 多 杀菌 素 产 生 抗 性 。 然 而 , Gao 等 
(2007 ) 人 研究 家 蝇 对 多 杀菌 系 的 靶 标 抗 性 机 制 时 发 
现 aq6 WE Mdo6 在 敏感 品系 和 抗 性 品系 中 没有 差 
异 , 说 明 Mda6 亚 基 在 家 晶 对 多 杀菌 素 的 抗 性 中 不 
起 作用 。 由 此 可 见 , 不 同 昆 虫 对 多 杀菌 素 的 遍 标 抗 
性 机 制 不 同 。 
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